畑より単離した Pseudomonas sp. KF10 のポリ -3- ヒドロキシ酪酸分解酵素とポリ -3- ヒドロキシオクタン酸分解酵素の精製とその性質(A-1. 環境にやさしい有機材料設計のための劣化の制御に関する研究) by 白木 麻里 et al.
畑 よ り単 離 したPseudomonassp.KFlOのポ リー3一 ヒ ドロキ シ酪酸 分解
酵素 とポ リ ー3一 ヒ ドロキ シ オクタ ン酸 分解酵 素 の 精製 とそ の性 質
神奈川 大学理学部 白木麻里 、菅谷理恵、八島工、山下由佳 、斎藤光実
【目的]PHB(ポ リー3一 ヒ ドロキ シ酪酸)が 生分 解性 プラス チ ックと して注 目 され てい る中で 、現在 多
くのPHB分解菌 が単離 されそ の分解酵 素が研究 されてい る。 またPHBのみ な らず他 の ポ リヒ ドロキ シアル
カノエ イ ト(PHA)に つ い て も同様 の研 究が な されてい る。PHO(ポ リー3一 ヒ ドロキ シオク タン酸 〉 は
Pseucbmonasoleovoransが菌体 内に蓄積す る生分解性 ポ リエス テルであ る。我 々は神 奈 川大学理 学部畑 よ
りPHBだけで はな くPHOも分解 す る微 生物Pseudnmonassp.KFIOを単 離 して細胞外 のPHB分解酵 素 とPHO
分解 酵 素 を精製 しその性 質の 検討 を行 った。
【方法lPseu(iomonassp.KF10の単離 一神 奈 川大学理 学 部畑 より採 取 した土 壌約5gを10mlの水道 水 に懸
濁 し、 その上清 を炭 素源 と してPHOのみ を含 む培地 にて3-10日 間30.Cにて培 養 した。培 養液 の上清
を103-1010に希釈 して炭素源 としてPHOのみ を含 む寒 天培 地 に加 えた 後2-7日 間イ ンキ ュベ ー トした。
クリヤ ーゾー ン を形成 した コ ロニー を取 り,再び液 体培地 に て1日 培養 し、希釈 してPHOプレー トに まき、
最終 的 には ク リヤ ーゾー ンを作 らない コロニーが な くなる ま でこの操作 を繰 り返 して、菌 を単 離 した。 単
離 した菌 をPHBのみ を炭素源 として含 む寒天培 地 にて培 養 した ところ、 同 じように クリアゾー ンを形成 し
たため 、単 離 した菌 はPHO斜面培 地、PHB斜面培 地 と凍結(-20°C)にて保 存 した。
細胞外PHB分解酵 素 の精製一KFlOをPHBのみ を炭素 源 とす る培地 に疎 水性吸 着 体 ブチル トヨパ ール を添
加 して30・Cにて培 養 した。2日 後 ブチル トヨパ ー ルを回収 してカラムに詰 め て20%エ タノー ル を含 む
バ ッフ ァーで洗浄 した後 、40%エ タ ノール を含 むバ ッファーで溶 出 した。透析 、 濃縮 の後TEAEセル ロ
ース に チ ャー ジ して0-0.4MNaClの濃度 勾 配 によっ て溶 出 した 。透析濃 縮 して精製 酵素 とした 。
細胞外PHO分解酵 素 の精 製一KF10をPHOのみ を炭素源 とす る培地で2日 間にて 培養 した後 培養 液の上 清
を濃縮 透析 してTEAEセル ロース にチ ャ ー ジ して0-0.SMNaCIの濃度 勾配 に よって溶出 した。透析 濃 縮 して
精製酵 素 とした。
阻害剤 の影響 ・-DFP,PMSF,DTTの影響 について調 べ た。
【結果】 精製 酵素はPHB分解 酵 素、PHO分解 酵 素 ともに電 気泳 動的 に 単…であ り、分子量 は電気泳動 よ り
それぞ れ約46000、37000Daで あっ た(Fig.la.b.)。また至 適pHは両酵 素 ともにほ ぼ85であ った
(Fig.2)。阻害 剤 の影響 につ いてはFig.3に示 した。
臨 磁 朧 脇 瓢B分 解Fig.laFig・1b
酵素 を0.02mMでほぼ100%阻害 したが
PHO分解酵 素 は1mMで も活 性40%程度
しか阻 害 しなかっ た。一方セ リンプロ
テ アー ゼの 阻害剤 であ るPMSF(Phenyl-
urethanesulfonylfluoride)ではPHO分解
酵素の ほ うがPHB分解 酵 素 よ り影響 を
受 けた 。 またs-s結合 を開裂す るDlrr
(ジチ オス レイ トール)を 作 用 させ る
と両 方 の酵素 ともほぼ同 じく らい影響
を受 け た。 これ らの結 果 よ り両酵 素共
今 まで研 究 されて い るほ かのPHB分解
酵素 と同 じく、S-S結合 とセ リン残 基
が分 解 活性 に関与 してい ると推測 され る。
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抗体反応の結果はTable1.に示 した。この結 果 よりKHOのPHB分解酵 素は以前 当研究室で単 離 された
Pseu(iomonassp.S2のPHB分解酵 素の抗体 と良 く反応す るこ とが わかった。
【考察1Pseudomonassp.KFIUはPHB,FHOの両方 を利用 して成長できる菌であ り、細胞外 にPHB分解酵 素
とPHO分解酵 素 を分泌 している。両 酵素の至 適pHなどは 良 く似てい るが阻害剤 の影響 については大 き く
異なる。 また、両酵 素が どの ように調節 され て分泌 されてい るかは まだ不 明であ り、今後の課題 であ る。
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